(19) 



J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(12) 



(11) EP 0 617 737 B1 

FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 



(45) Date de publication et mention 
de la delivrance du brevet: 
15.01.1997 Bulletin 1997/03 

(21) Numero de depot: 92923617.2 

(22) Date de depot: 30.11.1992 



(51) Intel 6: C12N 15/52, G12N 9/00, 
01 2N 11/06, C07K 17/06, 
C12Q 1/25 

(86) Numero de depot International: 
PCT/BE92/0OO52 

(87) Numero de publication Internationale: 

WO 93/11242 (10.06.1993 Gazette 1993/14) 



(54) PROCEDE DE SELECTION DE MICROORGANISMES RECOMBINANTS COMPORTANT A LEUR 
SURFACE AU MOINS UNE MOLECULE A ACTIVITE ENZYMATIQUE 

Verfahren zur Selektionrekombinanter Mikroorganismen die auf ihre Oberflache wenlgstens ein 
Molekul mit enzymatischer Aktlvitat tragen. 

METHOD FOR SELECTING RECOMBINANT MICRO-ORGANISMS OF WHICH THE SURFACE 
COMPRISES AT LEAST ONE MOLECULE HAVING ENZYMATIC ACTIVITY 



(84) Etats contractants designes: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LI LU MC NL 
PT SE 

(30) Prlorlte: 29.11.1991 BE 9101106 

(43) Date de publication de la demande: 
05.10.1994 Bulletin 1994/40 

(73) Titulaire: UNIVERSITE CATHOLIQUE DE 
LOU VAIN 

B-1348 Louvaln-la-Neuve (BE) 

(72) Inventeur: FASTRE2, Jacques 

B-1360 Thorembais-S.-Trond (BE) 



(56) Documents cit^s: 

EP-A- 0 423 938 WO-A-88/04326 

WO-A-90/04041 DE-A- 3 833 628 

FR-A- 2 21 0 620 US-A- 4 1 65 258 

• SCIENCE, vol. 249, 27 juillet 1990, Lancaster, PA 
(US); J.J. DEVLIN et al., pp. 404-406 

• PATENT ABSTRACTS OF JAPAN, vol. 015, no. 
248 (C-843), 26 juin 1991 

• J.M, FRERE et al., "Les methodes de purification 
et d'analyses des proteines", 1981, Masson, 
Paris (FR) 

• PATENT ABSTRACTS OF JAPAN, vol. 13, no. 
171 (C-588), 24aprll 1989 



(74) Mandataire: Van Malderen, Michel et al 
Office van Malderen 
Place Reine Fabiola 6/1 
1083 Bruxe!les(BE) 



CD 
CO 

to 
o 

CL 
LU 



II est rappele que: Dans un delai de neuf mois a compter de la date de publication de la mention de la delivrance du 
brevet europeen, toute personne peut faire opposition au brevet europeen delivre, aupres de I'Office europeen des 
brevets. L'opposition doit etre formee par ecrit et motivee. Elle n'est reputee formee qu'apres paiennent de la taxe 
d*opposition. (Art. 99(1 ) Convention sur !e brevet europeen). 



EP 0 617 737 B1 



Description 

Objet de i'invention 

5 L'invention concerne un procede de selection de microorganismes recombinants comportant a leur surface au 

moins une molecule a activite enzymatlque. 

L'invention s'etend egalement aux moyens pour la mise en oeuvre de ce procede et a leurs precedes d'obtention. 

Etat de la technique et arriere-plan technologique a la base de i'invention 

10 

La decouverte d'enzymes ayant des propriet^s nouvelles (activite catalytique, nouvelle stabllite accrue, specificite 
alteree, profil pH deplace,...) est d'un grand interet pour I'amelioration des processus biochimiques. 

Quoique des progres tres substantiels alent ete realises dans la compreliension de la relation structure -activite 
des proteines (Atkins et al., Current opinion In structural biology (1991), 1. p. 611 a 623), la prediction du type de 
15 modification a introduire dans une proteine pour alterer ses propri^tes dans une direction recherchee reste difficile. 

En consequence, on recourt habituellement a une strategic dans laquelle on part d'une enzyme existante dont on 
mute le gene. On realise cette mutagenese au hasard, en creant ainsi une vaste population d'enzynnes mutees. Parnni 
celles-ci, on esp^requecerlainesauront les proprietes nouvelles recherchees (Cunningham etal., Protein Engineering 
(1987), 1, p. 319 a 325 et Lehtovaara et al. Protein Engineering (1988), 2, p. 263 a 268). 
20 Pour augmenter les chances de succes, il est n^cessaire de tester un tr^s grand nombre de mutants et de disposer 

d'une technique qui permette de s^lectionner, dans la population la plus grande possible, les enzymes ayant les pro- 
prietes adequates, 

Des proteines possedant des proprietes enzymatiques nouvelles peuvent aussi etre produites en recourant a la 
technique des anticorps monoclonaux. Dans ce cas, la selection des anticorps-enzymes (appeles aussi abzymes) 
25 presentant les proprietes adequates n^cessite egalement une technique de criblage efficace, 

Une technique de detection des enzymes mutees frequemment utilisee repose sur la mise au point d'un test 
sensible pour I'activite enzymatique. On cherche alors directement sur une population de mutants etales sur boTte de 
Petri ceux qui produisent Tenzyme souhaltee. Gependant, cette technique est laborieuse et ne permet de tester qu'un 
nombre limite de clones (Pollack et al., J. Am. Chem. Soc, 111, p, 5961-5962 (1989) et Huse et al., Science, 246, p. 
30 1275-1281 (1989)). 

Une alternative avantageuse se presente lorsque I'activite catalytique recherchee peut etre profitable a la survie 
ou au developpement du micro-organisme exprimant le gene correspondant. II suffit alors d'exercer une pression de 
selection sur le milieu de culture de la population de mutants pour selectionner les souches qui produisent I'enzyme 
souhaitee (Hermes et ah, PNAS, USA, 87, p. 696-700 (1990) et Evnin et al., PNAS, USA, 87, p. 6659-6663 (1990)). 
35 Cette technique presente le desavantage de ne pouvoir etre appliqu^e h toutes les molecules h activite enzyma- 

tique. 

II est egalement connu (Smith, Science (1985), 228, p. 1315-1317, Parmley et Smith, Gene (1985), 76, 305-318, 
de la Cruz et al., J, Biol. Chem. (1988), 263. p. 4318-4322, Bass et al., Proteins (1990), 8, p. 309 a 314, Cwiria et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990), 87, p. 6378-6382, Devlin et al., Science (1990), 249, 404-406. McCafferty et al., 

40 Nature (1990), 348, p. 552-554, Scott et Smith, Science (1990). 249, p. 386-390, Clackson et al., Nature (1991), 352, 
p, 624-628, Lowman etaL, Biochemistry (1991), 30, p. 10832-10838, J. McCafferty etal., ProL Engng (1991) 955-961, 
Kang et al.. (1 991 ) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. vol. 88, p, 4363-4366; Barbas et al. (1 991 ), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
vol. 88. p. 7978-7982; Roberts et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA (1 992), 89, p. 2429-2433) de pouvoir exposer certaines 
sequences peptidiques etrangeres, en particulier des proteines, a la surface de phages "filamenteux" et de phagemi- 

45 des. 

Cependant, la selection in vitro des phages exposant correctement a leur surface des sequences polypeptidiques 
actives n'est pas non plus resolue. 

Diverses techniques de chromatographie d'affinite ont ete d^crites. Parmi les supports d'affinite mis au point, 
plusieurs utilisent de la streptavidine ou de I'avidine immobilisee, celle-ci se trouvant avantageusement sous forme 
^0 monomerique (EP-A-0 423 938). Des phages presentant des sequences peptidiques ayant une affinite pour la strep- 
tavidine ont ainsi ete selectionnes a I'aide d'agarose porteur de cette proteine (Devlin et al., Science (1990). 249, 
404-406). ' 

Cependant, ces techniques presentent I'inconvenient que la selection en chromatographie d'affinite de ces phages 
s'effectue sur base de leur faculte a se complexer avec des recepteurs peptidiques ou des anticorps specifiques qui 
55 fixent indifferemment les molecules actives ou non actives. 

Dans le but de detecter des microorganismes particuliers, diverses autres techniques de marquage ont ete ela- 
borees. Par exemple, certains microorganismes ont ete detectes a I'aide de bacteriophages specifiques pour ces hotes 
et marques (WO-A-8 804 326). Des particules transductrices de specificite d'hote connues et contenant des genes 
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alterant ie phenotype peuvent etre utiiisees pour le marquage de bacteries (WO-A-9 004 041). 

La sensibilite a certaines substances toxiques associee a la detection par biolunninescence encodee par un plas- 
mide a aussi ete utilisee pour detecter des microorganismes particuliers. 

Cependant aucune de ces techniques ne permet de selectionner des microorganisnnes porteurs de peptides ca- 
talytiques. 

D'autre part, des inhibiteurs covalents, utilises connme substrat par certaines enzymes, sent egalement connus 
pour leur capacite a inhiber toute reaction enzymatique en se fixant de maniere covalente, au site actif de Tenzyme. 

Certains inliibiteurs covalents sent egalement denommes inhibiteurs "suicides" (ATOR et a!., The Enzynne, vol. 
1 9, p. 21 4-282, edit. Sigman Boyer 3th edition (1 990)) car ils se fixent de maniere irreversible au site actif de I'enzyme 
en utilisant le mecanlsme catalytique de celle-ci et rendent ainsi toute reutilisation de I'enzyme impossible. 

II est egalement connu qu'il est possible d'immobiliser un substrat en liant d'abord celui-ci h de la biotine et en 
mettant le produit obtenu en presence d'avidine liee a un support insoluble dans I'eau (JP-A-3 080 098). Ce substrat 
immobilise permet la determination aisee de certaines activites enzymatiques, mais ne peut servir de support chro- 
matographique pour selectionner des microorganismes porteurs de peptides catalytiques. 

Buts de i'invention 

L'invention vise k mettre au point un procede de selection de microorganismes recombinants comportant a leur 
surface au moins une molecule a activite enzymatique et qui ne comporte pas les inconvenients de Tetat de la technique. 

L'invention vise en particulier k mettre au point un proc^d^ qui permette la detection et la selection des microor- 
ganismes recombinants exposant k leur surface des molecules a activite enzymatique, qui s'effectuent sur base de 
I'activite catalytique de ces molecules plutot que sur base de leur activite de complexation. 

Elements caracteristiques de rinvention 

L'invention concerne un procede de selection de microorganismes recombinants comportant a leur surface au 
moins une molecule a activite enzymatique, dans lequel ies microorganismes recombinants, de preference des virus 
tels que des phages fiiamenteux ou des phages X ou des phagemides, sont immobilises sur un support solide par un 
inhibiteur covalent du site actif de la molecule a activite enzymatique, relie par un bras au support solide; les microor- 
ganismes recombinants ou tout ou une partie de leur genome sont ensuite recuelllis et tout ou une partie de leur 
genome est isole. 

On entend par leterme "microorganisme recombinant" toute structure macromoleculaire satisfaisant a la definition 
anglaise de "Genetic Display Package" (GDP), c'est-a-dire toute structure macromoleculaire incorporant du materiel 
genetique et comportant une sequence peptidique codee par ce materiel genetique, 

Cette definition inclut notamment les levures, les bacteries, les virus, les phages tels que les phages fiiamenteux 
ou les phagemides. 

On entend par le terme "support solide" toute structure solide sur laquelle les microorganismes peuvent etre pro- 
visoirement immobilises. 

Un tel support solide peut etre realise par I'homme de I'art suivant les techniques connues de I'^tat de la technique. 

Ce support peut etre constitue par un support chromatographique, des parlicules paramagnetiques, un support 
de polystyrene ou tout autre support sur lesquels sont immobilisees des proteines complexantes telles que de I'avidine 
ou de la streptavidine ou un anticorps capables de fixer le microorganisme. 

Pr^f^rentiellement, les molecule a activity enzymatique sontchoisies parmi le groupe constitue par les enzymes, 
les abzymes, les peptides catalytiques ou un melange d'entre eux. 

Selon une forme d'execution preferee du procede de I'invention, prealablement a leur immobilisation sur le support 
solide, les microorganismes recombinants sont marques par Tinhibiteur covalent relie par un bras a un ligand immo- 
bilisable sur le support solide. 

Selon une autre forme d'execution preferee du procede de l'invention, les microorganismes ou tout ou une partie 
de leur genome sont recuelllis par destruction du microorganisme ou par detachement du microorganisme de son 
support solide. 

Ce detachement peut etre effectue selon plusieurs procedes: soit en detachant Ie ligand du support solide avec 
une solution ^luante, de preference avec une solution a un pH acide; soit en clivant le bras reliant I'inhibiteur covalent 
au support solide; soit en clivant la liaison entre I'inhibiteur covalent et la molecule a activite enzymatique; soit en 
clivant un lien peptidique entre la molecule a activite enzymatique et Ie microorganisme. 

Le clivage du lien peptidique entre la molecule a activite enzymatique s'effectue de preference par un protease 
specifique tel que le facteur IDA ou la collag^nase; le bromure de cyanogene clivant un lien peptidique comportant 
une methionine ou I'hydroxylamine suivant un lien peptidique comportant le peptide asparagine-glycine peuvent etre 
egalement utiiisees. 
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Un tel clivage permet d'augmenter avantageusement la selectivite du precede selon I'invention. 

En effet. I'inhibiteur covalent dans le precede selon I'invention est susceptible de se fixer egalement sur le microor- 
ganisme sur d'autres sites que le site actif de la molecule a activite enzymatique. 

En clivant le iien peptidique specifique existant entre la molecule a activite enzymatique et le micro-organ ism e, 
s seul le microorganisme comportant a sa surface une molecule enzymatique active sera recueilli lors de Telution. 

De plus, ce precede de selection peut etre applique pour la detection et la selection de microorganismes exposant 
a leur surface sur une proteine native ou recombinante du microorganisme, un ou plusieurs peptides particuliers sus- 
ceptibles d'induire une reponse immunitaire cellulaire ou humorale. 

En effet. il a ete constate qu'une simple reconnaissance anticorps antigene de tels peptides ne permettait pas de 
10 selectionner les peptides les plus aptes a susciter une reponse immunitaire cellulaire ou humorale (Wetzel (1991), 
Prot. Eng., vol 4, p. 371-374). 

Par consequent, un clivage realise selon I'invention au niveau du lien peptidique existant entre ledit peptide et la 
molecule native du microorganisme permet egaiement de selectionner de mani^re specifique le ou les peptides les 
plus aptes a susciter une reaction cellulaire ou humorale. 
f& En outre, tout ou une partie du genome des microorganismes peut etre egalement recueillle en detruisant le mi- 

croorganisme et en recuperanttout ou une partie de son genome. Ce genome est ensuite isole, ampllfie (par exemple 
par PGR) et clone. 

Uinvention concerne egalement un marqueur constitue par un inhibiteur covalent, de preference irreversible, du 
site actif d'une molecule a activite enzymatique, relie par un bras a un ligand immobillsable sur un support solide. 
20 De preference, le ligand est une blotine ou une imino-blotine. 

Avantageusement, le bras comporte une fonction chimique clivable, de preference une fonction disulfure. 
Selon une forme d'execution prefer^e du marqueur selon I'invention, I'inhibiteur covalent est un analogue de I'etat 
de transition specifique de la reaction enzymatique realise par la molecule h activite enzymatique, 

Un autre aspect de I'invention concerne un precede de preparation du marqueur selon I'invention, dans lequel on 
25 couple par un bras un inhibiteur covalent du site actif d'une molecule k activite enzymatique a un ligand Immobillsable 
sur un support solide. 

I'invention concerne aussi un support solide dans lequel un inhibiteur covalent du site actif d'une molecule a 
activite enzymatique est relie par un bras k un support solide. 

Avantageusement, I'inhibiteur covalent relle au support solide est constitue par le marqueur selon I'invention. 
30 Selon une forme d'execution pref er^e de I'invention, le bras est relie au support solide par un lien ester ou comporte 

un diol vicinal. 

Un dernier aspect de I'invention concerne le precede de preparation du support solide selon i'invention dans lequel 
on relie par un bras, un Inhibiteur covalent du site actif d'une molecule h activite enzymatique a un support solide. 

35 Breve description des figures 

- La figure 1 represente la sequence nucleotidique du gene codant pour la p-lactamase du plasmide 

pBR322. 

- La figure 2 represente de maniere schematjque les stapes du precede d'insertion du gene codant pour 

la p-lactamase mature, dans le phage fdDOGI . 

- La figure 3 represente les sequences nucleotidiques des amorces complementaires du gene codant 

pour la p-lactamase. 

- Les figures 4 a 9 representent de maniere schematique le precede de synthase des marqueurs selon I'inven- 

tion. 

- La figure 10 represente de maniere schematique la fixation d'un microorganisme sur un support solide, 

par le marqueur selon I'invention, ainsi que les sites de clivage possibles permettant de 
recueillir ledit microorganisme. 



Description d'un mode d'execution prefere de I'irivention 

La figure 10 represente de maniere schematique un microorganisme recombinant (1) comportant a sa surface 
une molecule k activite enzymatique (2), immobilise sur un support solide (3) comportant une proteine complexante 
(4) telle que I'avidine ou la streptavidine, par un marqueur constitue d'un inhibiteur (5) covalent du site actif de la 
molecule k activity enzymatique (2), d'un bras (6) et d'un ligand (7) immobillsable par la proteine complexante (4) sur 
le support solide (3). 

Les microorganismes ou tout ou une partie de leur genome peuvent etre recueillis: 

en detachant le ligand (7) du support solide avec une solution eluante, telle qu'une solution a un pH de I'ordre de 



EP 0 617 737 B1 



4 (A); 

en ciivant le bras (6) du marqueur (B); 

en ciivant la liaison entre rinhlbiteur (5) et la molecule a activite enzymatique (2) (C); 

en ciivant le lien peptidlque entre le microorganisme (1) et la molecule k activite enzymatique (2) (D); 

en detruisant le microorganisme (1 ) et en r^cuperant tout ou une partie de son genome (E). 

Le procede sera decrit plus en detail en reference aux figures annexees, dans les exemples suivants. 

Exemple I : Construction et selection de pliages porteurs de la p-lactamase active (fd-bla) 

Les virus presentant a leur surface des molecules a activite enzynnatique sent construits a partir de phages "fiia- 
menteux". 

Les phages fiiamenteux comme M13 ou fd sont des virus bacteriens qui, dans la forme libre, contlennent un ADN 
circulaire monocatenaire de-6,4 kb encapsule dans une coque proteique en forme de cylindre tres allonge constituee 
de cinq proteines (Beck & Zink, Gene (1981), J6,-p. 35 a 58; Grant et al., J. Biol. Ohem, (1981). 256, p. 539 a 546; 
Lopez & Webster, Virology (1983), 127. p. 177 a 193). 

Parmi celles-ci, le produit du gene 111 (pill) est une proteine compiexe, presente a raison de 3 a 5 copies, qui 30 
ferme une des extremites du virion et est composee de trois parties: un peptide signal qui sert k exporter la proteine 
vers le p^riplasnne de la bacterie et est dive lore de I'excretion; une partie globulaire necessaire a I'inf ection qui reconnaTt 
le pllus F de la cellule clble de E. coli; une 35 partie hydrophobe, transmembranaire pendant la phase de morphog^n^se 
du virus qui assure par la suite I'ancrage de pill dans la particule (J. Armstrong et al., FEBS Letters (1981), 135, p. 
1 67-172; C.W Gray et aL, J. Mol. Biol. (1981) t46 p. 621 k 627; G. Glasez-Wuttke et al., BBA (1 989) 985, p. 239 a 247). 

A la suite de leurs travaux sur le role et le fonctionnement de la proteine pill dans la physiologie du phage fd, Smith 
et Crissman (Virology (1984), 132, p. 445 a 455) ont rnontr^ qu'il etait possible d'introduire par les methodes de re- 
combinaison d'ADN, une sequence peptidique etrangere a I'interieur de ia sequence de la proteine pll I (Science (1 985) 
228 . p. 1315 a 1317) ou entre le peptide signal et la sequence de la proteine mature (Gene (1988), 73, p. 305 a 318). 
Gette insertion n'empeche pas la viabilite du phage et la sequence introduite est accessible. 

Le phage-enzyme fd-tet-p-lactamase (fd-bia est construit a partir du phage fdDOGl (Clackson et al, Nature, 352, 
p. 624 a 628 (1 991 ) dans lequel on a introduit la sequence codant pour la p-lactamase mutee. 

Ce phage est un derive du phage fd-tet (Becket al., Nucl. Acids. Res., 5, p. 4495 a 4503 (1978)), dans lequel un 
"polylinker" est insere entre la sequence codant pour le peptide signal de la proteine 111 (pNI) et la sequence codant 
pour la pill mature; de cette manlere, la p-lactamase formera avec la pill une proteine de fusion. Le phage fd-tet est 
lui-meme derive du phage fd (Zacher et al.. Gene, 9 p. 127 a 140 (1980)) par insertion du gene de resistance a la 
tetracycline du transposon Tn 10. 

Le phage fdDOGl comprend deux sites de restriction (Noti et ApaLI) construits par mutations dans la region 
codant pour la proteine pill, entre le peptide signal et la partie globulaire. 

Le phage fdDOGl comprend egalement le gene de la tetracycline insere dans la zone de I'origine de replication 
du phage et permettant une propagation du phage comme plasmide. 

Isoiation de la sequence nucleotidique codant pour la 3-lactamase 

Le g^ne de la p-lactamase du plasmide pBR322 de E. coli (dont la sequence est donnee par Sutcliffe, PNAS USA, 
75, p. 3737 a 3741 (1 987) et k la figure 1) a ete isole a partir du phagemide pBluescript S/K+®. 

Etant donne que le clonage dans fdDOGl utilisera le site ApaLI et que la sequence de ia p-lactamase contient un 
tel site, il faut d'abord enlever celui-ci par mutagenese dirigee. Cette mutation conserve la sequence proteique. 

Le phagemide pBluescript S/K+® (de la firme Stratagene©. vendu par Ozyme©) est mute selon ia methode de 
Eckstein (NucL Acids Res., 14, p. 9679 a 9698 (1986) a I'aide d'un kit commercialise par la firme Amersham®, 

Apres la mutagenese in vitro, le double brin du phagemide pBluescript S/K+©mute (pBluescript-M) est utilise pour 
transformer la souche TGI de E. coli (Gibson, Studies on the Epstein-Barr virus genome, PhD Thesis, Cambridge 
University England (1984). 

Les cellules transformees sont etalees sur milieu LB-Amp (Sambrook et al., Molecular Cloning, A laboratory ma- 
nual, second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) Appendice A). 

Des colonies sont recup^rees et cultivees en milieu LB-Amp. La forme simple brin de pBluescript-M est produite 
par addition au milieu du "phage-helper" R408 (Russel et al., 45, p. 333 a 338 (1986)). 

Le brin pBluescript-M est ensuite sequence selon la methode de Sanger (PNAS USA, 74, p. 5463 a 5467 (1 977)) 
a I'aide de i'amorce 5'-TTTAAAAGTGGCCATCATTGGA centree a la position codant pour Ser 68 afin de verifier que, 
dans les clones choisis, la mutation est effectivement introduite. 



EP 0 617 737 B1 



Clonaqe de la 8-lactamase dans le phage fdPOGI 

La sequence du gene codant pour la p-lactamase mature est inseree dans le phage fdDOGI entre la sequence 
codant pour le peptide signal de la pill et celle codant pour la pill mature. On utilise les sites de clonage ApaLI et Notl 
selon le schema donne a la figure 2. A cet effet, le g^ne de la p-Iactamase est recupere du phagemide pBluescript-M 
avec introduction des sites de restriction adequats par PGR. 

Les annorces utilisees montrees k la figure 3 contiennent les caracteristiques suivantes: 

L'amorce en 5' est un SOmere compiementaire sur 18 bases du gene de la p-lactamase mature a partir du deuxieme 
codon (codant pour Pro 2). L'extension 5' (12 bases) introduit le site ApaLI et provoque une mutation qui a pour 
consequence ie remplacement de His 1 en Gin 1. Cette mutation est introduite pour eviter que les phages ne portent 
une p-lactamase ayant la sequence amino terminate His-Pro-GIn susceptible de presenter une affinite pour I'avidine 
ou la streptavidine (Devlin et al. Science, 249, p. 404 a 406 (1 990)) utilisee ulterieurement pour leur selection. 

L'amorce en 3' est un 47mere compiementaire sur 21 bases de la fin du gene de la p-lactamase. L'extension 
remplace le codon stop par un codon codant pour une glycine, introduit quatre codons entre le gene codant pour la p- 
lactamase et le gene codant pour la proteine pill, ainsi que le site de la restriction Notl pour le clonage. Ces quatre 
acides amines supplementaires constituent un site de clivage potent iel entre les deux proteines pour lefacteur Xa. La 
proteine pill assure, en effet, la capacite d'infection des phages (Goldsmith et a!., Biochemistry, 16^ p. 2686-2694 
(1 977). Si la presence d'une proteine aussi volumineuse que la p-iactamase affecte la capacity d'infection, une incu- 
bation avec le facteur Xa permet de restaurer celle-ci. 

En outre, ce site constitue un point de clivage suppl^mentaire pour r6cup6rer ies microorganismes. 

Le phage fdDOGI est digere pendant 18 heures avec ApaLI et Not1 et purifie sur gel d'agarose. Par ailleurs. la 
sequence du phagemide pBluescript-M est amplifie avec les amorces decrites ci-dessus par 34 cycles de PGR (1 min. 
a 95°C, 1 min. k 60°G et 2,5 min. a 72=*C) en presence de Taq-polymeraseti) (Saiki et al., Science, 239, p. 487 (1 988). 
Apr^s purification sur gel, le produit est digere par ApaLI et Notl pendant 18h et repurifie; ensuite 1,5|iq de fdDOGI 
digere et 250 ng du gene de la p-lactamase sont melanges dans 60 ]i\ avec 4 unites de T4 DNA ligase (Gibco-BAL®) 
et maintenus une nuit k le'^C. Le melange de ligation purifie est utilise pour transformer la souche TG1 de E.Goli. 

Les cellules sont etalees sur milieu LB-tet et LB-Amp (Sambrook et al.) ou I'on obsen/e que la presence du phage 
assure la resistance a I'antibiotique. Des colonies sont alors cultivees en milieu 2xYT-Tetou en milieu 2xYT-Amp pour 
preparer le phage fd-bla. 

Au lieu de construire des phages-enzymes par manipulation de la proteine pill, il est egalement possible de cons- 
truire une proteine de fusion avec la proteine pVlii (1) qui est une petite proteine de 5,2 kd, constituant le corps du 
cylindre du phage fd et qui est normalement presente en 2700 exemplaires (Newman et aL, J. Mol. Biol (1977), 116, 
p. 593 a 606). Si la tallle de la molecule d'ADN est modifiee, le nombre de copies de la proteine pVIII peut etre ajustee 
pour inclure celle-ci. 

Cette variante est reaiisee avec un phagemide de manlere a pouvoir controler le nombre de copies de la proteine 
de fusion Kang et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 88, p. 4363-4366. 

Caracterisation du phaqre porteur de la B-lactamase active (fd-bla) 

Le phage ainsi construit est caracterise de la maniere suivante. On met d'abord en evidence le fait que I'infection 
par le phage confere aux cellules une resistance k I'ampicilline. Ensuite on montre directement que le phage luinngme 
presente une activite d'hydrolyse d'un p-lactame, la nitrocefine. Le fait que ['activity enzymatique ne se retrouve pas 
dans I'uitrafiltrat apres filtration sur une membrane qui laisse passer la p-lactamase, indique dej^ que I'enzyme est liee 
au phage. Enfin, on analyse par electrophorese sur gel et "western blot" les proteines du phage et on montre que la 
proteine pill se retrouve sous forme d'une proteine de fusion avec la p-lactamase. Ceci confirme que la construction 
est bien correcte et que, pendant la morphogenese du virus, II n'y a pas de clivage proteolytique qui aboutirait au 
detachement de la p-Iactamase du phage. 

Par Infection de cellules d'E. Coli TGI avec ce phage et 6talement sur milieu LB-Amp, on obtient des colonies 
resistantes a i'ampicilline. L'activite p-lactamase est directement detectee sur boTte de Petri par un test h la nitrocefine 
(Pluckthun et aL, J. Biol. Chem., 262^ p. 3951 k 3957 (1987)). De meme le phage \so\6 du milieu de culture apres 
centrifugation des cellules, pr6cipite au PEG a 4%, 0,5M NaCI (final) et resuspendu en tampon tris 50mM, NaGI 150 
mM a pH 7,5, k une concentration de I'ordre de 1012 unites transductrices (tu) par ml, hydrolyse la nitrocefine. 

L'activite specif ique de I'enzyme portee par les phages etait identique a celle de la p-lactamase RTEM en solution 
(Boehringer). La mesure de l'activite a aussi ete reaiisee apres I' ultrafiltration des phages sur membrane Centrl/por 
presentant une barri^re d'exclusion a un PM de 100.000 qui laisse passer la p-lactamase RTEM commerciale. Moins 
de 5% de l'activite p-lactamase a ete detectee dans Tultrafiitrat ce qui indique que I'enzyme reste attachee au phage. 

Des virus fd-tet et fd-bla sont prepares et concentres (10*'2 tu/ml). 20 |_l1 de chaque solution sont charges sur un 
gel de polyacrylamide 12,5%-SDS et analyses (miniprotean(g) II de Biorad®). Par "Western blot", les proteines sont 
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transferees sur nitrocellulose (minitransblot(g>cle BioradC©) et la revelation est effectuee avec un antlcorps de lapin anti- 
proteine 111, suivi d'un anticorps de chevre contre un anticorps de lapin couple a la HRP (horse radish peroxidase). Le 
substrat chromophore de la H RP revele des bandes de PM apparent 70 kd et 1 05 kd pourfd-tet et fd-bia respectivement. 
On a aussi effectue la revelation avec un anticorps anti-p-lactamase, on trouve une bande uniquement pour fd-bIa a 
6 i'emplacement prevu pour la proteine de fusion. 

Example il: Construction et caracterisation de phages porteurs d'une P-lactannase inactive (fd-bla') 

Afin de tester I'efficacite du procede de selection selon Tinvention, on proc^de a la construction et k la caracteri- 
10 sation de phages porteurs d'une p-lactamase inactive (fd-bIa-). 

Le phagemide pBluescript-M est soumis a une nnutagenese dans laquelle ie codon codant pour la serine 68 es- 
sentlelle est mute en alanine en vue d'inactiver I'enzyme. 

Le gene mute est recupere selon la meme technique que celle employee pour la p-Iactamase active (amplification 
par PGR avec introduction de sites de restriction (cf r figure 2)). Le phage porteur de p-lactamase inactive (fd-bIa-) est 
15 caracterise par analyse defragments de restriction, sequengage complet du gene Bla, recherche d'activite enzymatique 
et analyse des proteines. 

La mutation S68A est Introduite selon le meme protocole que la mutation du site ApaLI. Les cellules transformees 
sont ^taiees sur milieu X-Gal (Horwitz et aL, J. Med. Chem., 7, p. 574 (1964)) sans ampicilline. Les colonies bleues 
sont cultivees en nnilieu 2xYT et la forme simple brin est produite par addition du "phage-helper" R408. La mutation 

20 est s6quencee par la m^thode de Sanger k I'aide de I'amorce 5'-TAGTGTATGCGGCGACC complementaire de la 
region codant pour G90-Y95. 

Apr^s amplification du gene par PGR, clonage, transformation et etalement sur milieu tet comme cela a ete realise 
pour la p-lactamase active, des colonies sont recuperees et cultivees sur milieu 2xYT-tet. L'ADN double brin du phage 
est isol^etdigere par les nucleases de restriction BamB1 et EcoR1. Les produitsde digestion sont separes sur agarose; 

25 les transformants montrent 2 fragments de 4,7 kpb et de 5,5 kpb, en accord avec ce qui est attendu. Le sequengage 
complet du gene Bla mute est realise avec des amorces 5'-TAGTGTATGGGGGGACC, 5'-AAGGCGAGTTACATG, 5'- 
CCAGGGAGCCGGAAG et 5'-TGCTAAACAAGTTTC localis^es respectivement dans les regions codant pour 
G90-Y65, H156-L160, L223-W227 de la p-lactamase et E5-A9 de la proteine pill mature). On verifie ainsi que I'ampli- 
fication par PGR n'a pas introduit d'autres mutations que celle visant a I'inactivation du site actif: 

30 On cherche ensuite la presence d'une activite p-lactamase en realisant, sur le surnageant d'une culture de phage 

fd-bla-, un test a la nitrocefine comme decrit plus haut. En accord avec ce qui est attendu, aucune activite n'est ob- 
servee. 

Enfin I'analyse des proteines de manteau du phage par electrophorese sur gel denaturant, "western blot" et de- 
tection immunologique est realisee comme pour le phage fd-bla. La proteine de fusion Pill-p-LAGTAMASe est correc- 
ts tement mise en evidence. 



Exemple 111: Synthase du marqueur de-la p-lactamase active pourvu d'un bras de faible taille entre inhibiteur suicide 
et llgand 

Les phages dont I'ADN comporte le gene de la p-lactamase active et qui sont porteurs de i'enzyme correspondante 
attachee a la proteine de manteau pill seront s^lectionnes par une reaction avec le marqueur selon Tinvention. Ce 
marqueur consiste en une molecule bifonctionnelie qui comporte a une extremite un inhibiteur covalent de la p-lacta- 
mase et a I'autre un ligand en I'occurrence la biotine, facllement immobilisable sur un support solide. 

Le module inhibiteur suicide est constitue d'un sulfone de pename (voir Fisher et al., Biochemistry (1981), 20, 
^5 2726-2731 , Mezes et al., FEBS Let. (1 982), 143, 265-267, Glarke et aL, (1 983), 748, 389-397, Dmitrienko et al., Bioorg. 
Chem. (1 985), 1 3, 34-46) fonctionnalise de maniere a permettre son attachement par un bras a un ligand ou un support. 

L'imlno-biotine peut §tre egalement avantageusement utilisee car son affinite pour la streptavidlne peut etre con- 
sid^rablement r^duite en diminuant le pH de la solution. Ceci nous donnera une possibilite supplementalre pour isoler 
les phages du support aprfes immobilisation. 
^0 Ces deux entit^s sont reliees par un bras de longueur adequate pour permettre interaction du ligand porte par le 

marqueur avec la proteine immobilis^e. 

Le schema de synthase de la molecule bifonctionnelie est donne aux figures 4 a 6. La plupart des stapes de cette 
synthese sont decrites dans la lltterature chimique ou font intervenir des modes operatoires classiques. Les molecules 
sont caracterisees par spectroscopie IR et 1 H-RMN, 
55 Le p-nitrobenzyloxycarbonyle-2-aminoethane-sulfonate de sodium (3) est prepare par addition de deux equiva- 

lents de chloroformiate de p-nitro benzyle k la taurine (2) dissoute un equivalent de NaOH 1 N a O'^C en neutralisant 
continuellement le milieu par addition de NaOH, dans les conditions de Schotten-Baumann. Apres extraction de I'aicool 
p-nitrobenzylique a I'acetate d'^thyle, on a lyophilise le produit. Le rendement etait de 66%. 
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Le sulfonate (3) a ete transforme en chlorure de sulfonyle (4) avec I'oxychlorure de phosphore selon la methode 
de Fujita (Synthesis, 423-424 (1982)). Par lavage de I'huile obtenue avec de I'ether sec; on a obtenu !e produit sous 
forme d'une poudre blanche avec un rendement de 97%. 

Parallelement I'acide 6-anninopenicillanlque (5) a ete transform^ en son ester de nnethoxymethyle (6) selon la 
methode de Manhas et al. (Synthesis, 549-552 (1 983)) a I'aide de chlorure de methoxymethyle apres protection tran- 
sitoire a I'acetoacetate d'ethyie. 

Le chlorure d'acide (4) est couple avec Tester de I'acide 6-aminop§nictllanique (5) dans le dlchlorom ethane en 
presence de triethylamine. Le produit (7) purifie sur colonne de silice (eluant: acetate d'ethyle-dichloromethane 80:20) 
a ete obtenu avec un rendement de 50%. 

Ce produit a ete oxyde en sulfone (8) selon la methode de Johnson et al. (J. Org. Chem., 28, 1927-28 (1963)); le 
produit obtenu a et6 lave a I'ether pour donner un blanc solide qui a ete purifie sur silice (eluant: acetate d'ethyle- 
dichloromethane 50:50). Le rendement etait de 75%. 

Par deprotection de lafonctlon amine par hydrogenation sur palladium/carbone selon un procede classique, on a 
obtenu le produit (9) que I'on a couple directement avec le sulfosuccinimidyl 2-(biotinamido) ethyl-1 ,3-dithiopropionate 
(IS) (commercialism par PIERCE©), pour obtenir le precurseur du marqueur (11) qui a ete purifie par chromatographle 
sur silice (eluant: acetate d'ethyle-dichloromethane 0 50:50), Le rendement etait de 25%. 

La protection de la fonction carboxylique en position 3 du cycle pename dans Ql^) a ete enlevee a I'aide de bromure 
de magnesium dans le dichloromethane selon la methode de Kim et al. (Tetrahedron Letters, 32, 3099-3100(1991)). 
Le 1 5 produit brut recuper^ Q2) apres evaporation du solvant a ete utilise directement pour inhiber I'enzyme et marquer 
20 les phages porteurs d'enzyme active. 

Exemple IV: Immobilisation des phages porteurs de la B-lactamase active (fd-bia) 



25 
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L'utilisation d'un marqueur covalent fixant de maniere irreversible le site actif de I'enzyme et rendant toute reutili- 
sation de I'enzyme impossible, ne constitue pas un inconvenient dans le procede de selection de I'enzyme. En effet, 
dans ce precede on desire seulement selectionner et recueillir la sequence genetique codant pour la molecule active. 

On determine d'abord les conditions optimales d'inhibition par le marqueur bifonctionnel des phages porteurs de 
la p-lactamase active. A cet effet, on mesure, par le test a la nitrocefine, la Vitesse de disparition de I'activite p-lactamase 
des phages en fonction du temps apres addition de I'inhibiteur On Incube alors des phages en presence du marqueur 
Ensuite, le produit de reaction est passe sur une colonne de streptavidine couplee a de I'agarose. Les phages 
sont alors elues parclivage de la fonction disulfuredu marqueur lis servent a reinfecter une culture de E. coli. A partir 
de cette culture, le gene codant pour la p-lactamase active est aisennent recup^rable. 

Une culture de bacteries infectees par les phages fd-bla est preparee dans un milieu 2xYT contenant 15 ^tg par 
ml de tetracycline et incubee sous agitation h 3TC pendant 16 heures. Apres centrifugation de la culture pendant 10 
35 minutes a 10000 tpm (rotation par minute), on recupere le surnageant. Les phages sont precipit^s par addition de 1/5 
volume de solution de polyethylene glycol h 20%, 2,5M en NaCI. Apres incubation pendant 1 heure a 4°C et centrifu- 
gation, les phages sont resuspendus dans du tampon acetate 50 mM a pH 5,0. 

Le marqueur (12) en solution dans le DfyyiSO, a une concentration de 1 mg/25|Lil a ete ajoutee a une concentration 
finale de 0,25 rcM a la solution contenant les phages (approximativement lO"""* tu/ml) et 1% de BSA. L'inhibltion est 
^0 poursuivie pendant 30 minutes. 

Par ailleurs, une suspension de 250 ^il d'agarose-streptavidine (PIERCE©) est lavee avec 20 ml de tampon PBS 
contenant 1% de BSA (Bovine Serum Albumine, Sigma). 0,3 ml de la solution contenant 1,25 x 10^ phages, a ete 
chargee sur la colonne, lavee avec 6 ml de PBS/1% BSA et 6 ml de PBS. Les phages sont ensuite elues avec 1 ml 
d'une solution de dithiothreitol 500 mM dans un tampon PBS. Un aliquot de phages recuperes a ete incube apres 
changement de tampon avec 10 ml de cellules de E. coli TG1 en croissance exponentielle k 37°C. La recuperation 
des phages a ete mise en evidence par 6talement de diverses dilutions sur milieu LB-tet et comptage des colonies. 
On a recupere de cette maniere 1,8 x 10^ phages porteurs de p-lactamase active, soit 14,4 ppm. 
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Example V : Immobil isation de phages porteurs de B-lactamase inactive (fd-bla-) 

1 ,05 x 10^ phages (fd-bla") contenus dans 0,3 ml de tampon acetate h pH 5, ont ete mis en presence du marqueur 
(12) selon I'invention et le produit de reaction a 6t6 passe sur une colonne de streptavidine couplee a de I'agarose et 
elue selon un protocole identique a celui decrit dans I'exemple 4. On a recupere dans ce cas 2,0 x 1 0^ phages porteurs 
de p-lactamase inactive soit 1,9 ppm. 

La comparaison des resultats des exemples IV et V montre que les phages actifs sont mieux retenus que les 
phages inactifs par un facteur 8. 
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Exemple VI: Enrichissement en phages actifs d'un melange contenant des phages actifs (fd-bia) et inactifs ffd-bla'): 
elution par le dithiothreitol 

Une experience du menne type a ete realisee avec un melange de phages actifs et de phages inactifs pour deter- 
miner directement le facteur d'enrichissement en phages actifs. 

Un melange contenant 6,4 x 10^ phages actifs et 1 ,4 x 10^0 phages inactifs dans 0.3 ml de tampon acetique a pH 
5 en presence de 1% BSA a ete mis en presence du marqueur (12) a une concentration finale de 0,25mM, L'exc^s 
de marqueur a ete elimine par ultrafiltration sur une un\t6 Ultraf ree 30,000 de Millipore®. La solution a ete chargee sur 
streptavidine-agarose. Apres lavage de la colonne par 5 ml de PBS/1% BSA, les phages ont ete elu6s par du di- 
thiothreitol 500 mM. Un aliquot des phages elues a ete etale a diverses dilutions sur boite LB-tet; les colonies ont ete 
ainsi ete comptees. On a recupere de cette maniere un total de 1,3 x 10® phages. Le nombre de phages porteurs de 
P-lactamase active a ete determine en mesurant directement I'activite p-lactamase des colonies par le test a la nitro- 
cefine sur boite comma decrit plus haut. Ce nombre a aussi ete verifie par etalement d'un aliquot de I'eluat sur botte 
LB-Amp. Le nombre de phages actifs elues etait de 1,1 x 10^. Le facteur d'enrichissement obtenu etait done de 5,5. 

Exemple VII: Enrichissement en phages actifs d'un melange contenant des phages actifs ffd-bia) et inactifs (fd-bIa-): 
elution par le facteur Xa 

Une experience du meme type a et§ realisee avec un melange de phages actifs et de phages inactifs pour deter- 
miner directement le facteur d'enrichissement. L'elution a cette fois 6X6 r^alis^e avec le facteur Xa clivant un lien 
peptidique entre la p-lactamase et la proteine 111. 

Un melange contenant 2,8 x lO^o phages actifs et 2,2 x lO^o phages inactifs dans 1 ,5 mi de tampon acetique 1% 
BSA a 6X6 mis en presence du marqueur (12) a une concentration finale de 0,75 mM, passe sur streptavidine-agarose. 
Apres lavage de la colonne avec 80 ml de PBS, 2 ml de tampon TRIS 0,1 M a pH 7 contenant 0,02% de NaH^ et 2 ml 
de tampon Tris a pH 7, on a additionne a la suspension 1 ml d'une solution contenant 1 0 )ig de facteur Xa (Boeringher) 
et laisse une nuit k temperature de chambre sous faible agitation. Apres centrifugation, le surnageant a ete analyst 
par etalement a diverses dilutions sur boite LB-tet; les colonies ont ainsi ete comptees. On a recupere de cette maniere 
un total de 6 X 105 phages. Le nombre de phages actifs elues etait de 5,7 x 10^. Le facteur d'enrichissement obtenu 
etait done de 15. 

Exemple VIII: Enrichissement en phages actifs d'un melange contenant des phages actifs ffd-bia) et inactifs (fd-bla'): 
preimmobilisation du margueur 

Une autre experience a ete realisee avec un melange de phages actifs et de phages inactifs, mais avec immobi- 
lisation prealable du marqueur sur la colonne de streptavidine-agarose. 

250 ^1 de suspension de streptavidine-agarose sont incubes pendant une heure dans un tampon acetique a pH 
5 en presence de 1%: de BSA; apres lavage avec 2,5 ml de tampon acetique sans BSA, on ajoute 2 |il d'une solution 
50 mM de marqueur (12) dans le DMSO. Apres 1 minute et 5 cycles de lavage et centrifugation avec chaque fois 1 ml 
de tampon acetique, 0,8 ml de phages dans un tampon acetique 1% BSA contenant 9,6 x lO''^ phages actifs et 5 x 
10">o phages inactifs ont ete ajoutes a la suspension sous faible agitation pendant une nuit a 4='C. Apres lavage par 
20 ml de PBS/1% BSA et 50 ml de solution 0,1% de Tween 20 dans PBS, les phages sont elues avec le facteur Xa et 
comptes comme dans I'exemple VI. On a recupere de cette maniere 1,15 x 10^ phages actifs et 1.85 x 10^ phages 
inactifs. Le facteur d'enrichissement obtenu tait done de 3,2. 

Exemple IX: Enrichissement en phages actifs d'un melange contenant des phages actifs (fd-bla) et inactifs (fd-bla"): 
elution par hydrolvse du lien acyl-enzvme 

Une experience analogue k celle de I'exemple Vlll a ete realisee avec un melange de phages actifs et de phages 
inactifs pour verifier la possibilite de recuperation des phages par clivage du lien entre la p-lactamase et IMnhibiteur 
suicide, a savoir le Hen ester de I'acyl enzyme. Ce clivage a eX6 realise par hydrolyse. 

Un melange contenant 2,8 x lO^o phages actifs et 1 ,05 x 10''0 phages Inactifs a 6Xe charge sur une colonne ou le 
marqueur avait ete immobilise. Apres lavage extensif comme dans I'exemple Vlll, on a laisse la suspension une nuit 
a temperature de chambre et analyse le surnageant d'une centrifugation. On a recupere de cette maniere 1,4 x 10^ 
phages actifs et 2,5 x 10^ phages inactifs. Le facteur d'enrichissement obtenu 6tait done de 2,1. 

Dans les exemples mentionnes, le pourcentage de phages immobilises est faible parce que la taille du bras entre 
le ligand immobilisable et I'inhibiteur est assez faible. Pour evitercet inconvenient, un autre marqueur possedant un 
bras de plus grande taille a ete pr6par^. 
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Exemple X: Synthese d'un marg ueur de B-lactamase active pourvu d'un bras de grande taille entre inhibiteur su icide 
et liqand ' 

Le carbobenzyloxy-2-(2-aminoethoxy)-ethanol (15) (figure 7) a ete prepare par addition de 1 equivalent de chlo- 
roformiate de benzyle (13) k du 2-(2-aminoetlnoxy)-etlianol (14) dans I'eau saturee en bicarbonate. Le produit a ete 
extrait en phase organique et purifie sur colonne de sillce (eluant: acetate d'ethyle-dichioromethane 50:50), Le rende- 
ment etalt de 58%. 

Le vinyl-sulfonate d'ethyle (17) a ete prepare a partirde chlorure de 2-chloroethane-sulfonyIe (16) salon la methode 
de Whitmore et Landau (J.Am. Chem. Soc.,68, p. 1797-1798 (1946)). I! a ete purifie par distillation horizontalea88'>C 
sous 0,6 mm de mercure pour donner une liuile incolore (rendement 45%). Un equivalent de I'aminoalcool protege 
(15) a ete additionne sur (17) dans I'acetonitrile sec auquel a eX6 ajoute du bicarbonate de potassium finement broye. 
Apres chauffage, pendant 3 jours a 80°C, filtration et evaporation du solvant, le produit (18) a 6Xe purifie sur silica 
(eluant: acetate d'^tliyle-dichloromethane 50:50). Le rendement etait de 60%. La fonction suifonique a 6Xe deprotegee 
selon la metliode de TIpson et al. (J. Org. Chem., 12, 133-1 37 (1 947)) pour donner apres 24 heures de reaction (19) 
sous forme d'une poudre blanche apres lavage a I'hexane (rendement 86%), Ce produit a ete transforme en chlorure 
d'acide (20) selon la methode de Fujita (Synthesis. 423-424 (1 982)). 

Le chlorure d'acide (20) (figure 7) a ete couple directement avec Tester de d'acide 6-aminopeniciIianique (6) dans 
le dichloromethane en presence de triethylamine pendant une heure. Le produit obtenu igV), purifie sur silice (eluant: 
acetate d'ethyle-dichioromethane 50:50) a ete obtenu avec un rendement de 34%. II a ete oxyde en sulfone (22) selon 
la methode de Johnson et al. (J. Org. Chem., 28. 1927-28 (1963)). le produit obtenu a eX6 \av6 h \'6Xher pour donner 
un solide blanc qui a et6 purifie sur silice (eluant: acetate d'ethyle-dichioromethane 50:50). Le rendement etait de 72%. 

Par deprotection de la fonction amine par hydrogenation sur palladium/carbone dans I'ethanol selon le procede 
classique, on a obtenu le produit (23) (figure 8) que Ton a couple directement avec le sulfosuccinimidyl 2-(biotinamido) 
ethyl-1,3-dlthiopropionate (10) (commercialise par PIERCE®) pour obtenir le precurseur du marqueur (24) qui a ete 
purifie par chromatographie sur silice (eluant: acetate d'ethyle-dichioromethane 50:50). Le rendement etait de 13% 

La protection de la fonction carboxylique en position 3 du cycle p^name dans (24) a ete enlevee a I'aide de bromure 
de magnesium dans le dichloromethane selon la methode de Kim et al. (Tetrahedron Letters. 32. 3099-3100 (1991)). 

Exemple Xi: Enrichissement en phages actifs d'un melange contenant des phages actifs (fd-bia) et inactifs (fd-blai: 
marquage par I'inhibiteur (24) elution par le facteur Xa 

Une experience d'enrichissement a ete realisee avec marquage par I'inhibiteur (24) d'un melange de phages actifs 
et de phages inactifs pour determiner I'effet de la taille du bras reliant le ligand biotine avec le module inhibiteur suicide. 

Un melange contenant 1,2 x IQio phages actifs et 3.3 x lO^o phages inactifs dans 1,5 ml de tampon ac^tique 
1%BSA a ete mis en presence du marqueur h une concentration finale de 0,75 mM, passe sur streptavidine-agarose. 
Apres lavage de la colonne, elution comme decrit dans I'exemple VII et analyse, on a trouve 6,8 x 10^ phages actifs 
et 1 ,9 X 10^ phages inactifs. Le facteur d'enrichissement obtenu etait done de 98. 

EXEMPLE XII: Synthese d'un deux ieme marqueur de 3-Iactamase active poun/u d'un bras de grande taille entre in- 
hibiteur suicide et ligand 

En vue de disposer d'une methode generale de synthese de marqueur pourvu d'un bras de grande taille entre le 
ligand et la t§te inhibitrice, un precurseur porteur d'une fonction ester active et done couplable a de nombreux inhibiteurs 
et comportant lui-meme un bras de grande taille a ete prepare. II a ete couple a I'inhibiteur suicide de la p-lactamase. 

L'ester active de la N-hydroxysuccinimide avec la biotine-N-e-aminocaproique (26) a ete prepare comme decrit 
(Wilchek et Bayer, Methods Enz. (1990). 184. 123-160). II a ete dissout dans la DMF et ajoute a une solution de 3 
equivalents de cystamine (26) dans la DMF (figure 9). 

Le produit brut, isole par precipitation k I'ether (10 fois le volume de la solution) a ete purifie sur colonne S Sepha- 
rose (Pharmacia®) ^quilibree au chlorure de lithium avec comme eluant de I'ethanol a 25%. Le produit d'addition ^) 
a ete elue par du LiCI 50 mM. La solution a ete lyophilisee. Le rendement 6tait de 79%. 

Trois equivalents d'anhydrlde glutarique (29) dissous dans I'acetonitrile, ont 6X6 ajoutes par portion au produit 
purifie (contenant du LiCI) dissout a une concentration de I'ordre de 0,01 M en milieu aqueux tamponn^ (KHCO3- 
K2CO3. 60/50. 10 mM k pH 9,6) contenant 10% d'ethanol. L'acide obtenu (30) a 6X6 precipite par acidification avec 
HOI 1 N jusqu'a pH 2. Le produit a ete filtre et seche. le rendement etait de 43%, 

L'acide (30) a ete transforme en ester active dans les conditions standards par couplage avec la N-hydroxysuc- 
cinimide (31 ) a I'aide de la dicyclohexylcarbodilmide (DCC) dans la DMF. Apres 72 heures, le milieu reactionnel a ete 
precipite a I'ether sec. Le precipite a ^t^ seche au dessiccateur (rendement: 87%), ce produit (32) a 6X6 utilise tel quel 
pour la reaction de couplage avec Tester de l'acide 6-aminopeniciIlanique deprotege (6) dans I'ethanol sec. 
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Exemple Xili: En r ic hissement en pha g es actifs d'un mel?jnq e cont enant des phages actifs ^fd-bla) et inactifs ffd-bla-V 
jmrnobilisation sur des particules paramaqnetiaues "~ 

On realise une experience analogue a ('experience Vi a la difference pres que la streptavldine est portee par des 
particules paramagnetlques. Les lavages sont realises par resuspension dans du tampon frais. L'elution des phages 
immobilises est realisee avec du dithiothreitol 50 mM. Le facteur d'enrichissement est determine comme dans I'exemple 



Exemple XIV: Enri chissement en pha g es actifs d'un melang e cont enant des phages actifs (fd-bia) et inactifs (fd-bia')- 
immobilisa tion par "panning" dans un tube en polystyrene 

On realise une experience analogue a I'experience VII a la difference pr6s que la streptavldine est Immobilisee 
par "panning" a la surface d'un tube de polystyrene suivant une technique classlquement utilisee pour les tests ELiSA 
Les lavages sont realises par resuspension dans du tampon frais. L'elution des phages immobilises est realisee avec 
du facteur Xa. Le facteur d'enrlchissement est determine comme dans I'exemple VII. 

Etant donne que dans les exemples XIH et XIV, les lavages peuvent etre realises plus rapidement que dans les 
exemples utilisant la technique chromatographique et que les phages molns aisement entrappes ici que dans un gel, 
ces variantes des experiences d'enrlchissement sont plus favorables a I'observatlon de facteurs d'enrlchissement ele- 



ves 



Exemple XV: Selection des phages porteurs d'une abzvme 

Dans ce cas, I'inhibiteur covalent sera constitue par un inhibiteur suicide caracteristique de la reaction a catalyser 
par Tabzyme ou par un analogue de I'etat de transition sp^cifique. 

La detection et la selection de ces phages s'effectue ensuite de maniere identique a la detection et la selection 
des phages exposant a leur surface des enzymes actives. 



Revendications 

1. Procede de selection de microorganismes recombinants comportant a ieur surface au moins une molecule a ac- 
tivite enzymatique caract^rise en ce que les microorganismes recombinants sont immobilises sur un support sollde, 
par un inhibiteur covalent du site actif de la molecule a activite enzymatique, relie par un bras au support soiide; 
en ce que les microorganismes recombinants ou tout ou une partie de leur genome sont recueillis et en ce que 
tout ou une partie de leur genome est isole. 

2. Procede de selection selon la revendication 1 caracterise en ce que prealablement a leur immobilisation sur le 
support soiide, les microorganismes recombinants sont marques par I'inhibiteur covalent du site actif de la molecule 
a activite enzymatique, relie par un bras a un ligand immobilisable sur le support soiide. 

3. Procede de selection selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2 caracterise en ce que les microorganismes 
sont des virus, de preference des phages tels que des phages fllamenteux. 

4. Procede de selection selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2 caracterise en ce que les microorganismes 
sont des phagemides. 

5. Procede de selection selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce que le support 
sohde est constitu^ par une colonne chromatographique sur laquelle est immobilise de I'avidine, de la streptavldine 
et/ou un anticorps. 

6. Procede de selection selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce que les molecules 
a activite enzymatique sont choisies parmi le groupe constitue par les enzymes, les abzymes. les peptides cata- 
lytiques ou un melange d'entre-eux. 

Procede de selection selon I'une quelconque des revendications precedentes caracterise en ce que les microor- 
ganismes sont recueillis par detachement de leur support soiide. 



7. 



8. 



Procede de selection selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que les microor- 
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ganismes recombinants sont recueiliis par clivage du bras reliant I'inhibiteur covalent au support solide. 

9. Precede de selection selon I'une quelconque des revendications 1 a 7. caracterise en ce que ies microorganismes 
recombinants sont recueiliis en detachant le ligand du support solide avec une solution eluante, de preference 
une solution a un pH acide. 

10. Procede de selection selon I'une quelconque des revendications 1 a 7 caracterise en ce que Ies microorganismes 
recombinants sont recueiliis par clivage de la liaison entre I'inhibiteur covalent et la molecule a activite enzymatlque. 

11. Procede de selection selon I'une quelconque des revendications 1 a 7 caracterise en ce que Ies microorganismes 
recombinants sont recueiliis par clivage du lien peptidique entre la molecule a activite enzymatique et le microor- 
ganisme. 

12. Precede de selection selon la revendlcation 11 caracterise en ce que le clivage s'effectue par une protease. 

13. Precede de selection selon la revendication 11 caracterise en ce que le clivage s'effectue par du bromure de 
cyanogene. 

14. Procede de selection selon la revendication 11 caracterise en ce que le clivage s'effectue par de I'hydroxylamine. 

15. Procede de selection selon I'une quelconque des revendications 1 a 7 caracterise en ce que Ies microorganismes 
recombinants sont detruits et que tout ou une partie de leur genome est recueiiii, isole et clone. 

16. Marqueur utilise dans le procede selon I'une quelconque des revendications prec^dentes 1 a 15 caracterise en 
ce qu'il est constitue par un inhibiteur covalent du site actif d'une molecule a activite enzymatique, relie par un 5 
bras a un ligand immobillsable sur un support solide. 

17. Marqueur selon la revendication 16 caracterise en ce que I'inhibiteur covalent est un inhibiteur irreversible. 

18. Marqueur selon la revendication 16 ou 17 caracterise en ce que le ligand est une biotine ou une iminobiotine. 

19. Marqueur selon I'une quelconque des revendications 1 6 a 18, caracterise en ce que le bras comporte une fonction 
ciivable, de preference une fonction disulfure. 

20. Marqueur selon I'une quelconque des revendications precedentes 16 a 19, caracterise en ce que I'inhibiteur co- 
valent est un analogue de I'etat de transition specifique de la reaction enzymatique realisee par la molecule a 
activite enzymatique. 

21. Procede de preparation du marqueur selon I'une quelconque des revendications 16 a 20 caracterise en ce que 
Ton couple par un bras un inhibiteur covalent du site actif d'une molecule a activite enzymatique & un ligand im- 
mobillsable sur un support solide. 

22. Support solide utilise dans le procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 15 caracterise en ce qu'll 
comprend un inhibiteur covalent du site actif d'une molecule a activite enzymatique, relie par un bras ^ un support 
solide. 

23. Support solide selon la revendication 22 caracterise en ce que I'inhibiteur covalent relie au support solide est 
constitue par le marqueur selon I'une quelconque des revendications 17 a 20. 

24. Support solide selon la revendication 22 caracterise en ce que le bras est relie au support solide par un lien ester 
ou comporte un diol vicinal. 

25. Precede de preparation d'un support solide selon I'une quelconque des revendications 22 a 24 caracterise en ce 
que I'on relie par un bras un inhibiteur covalent du site actif d'une molecule a acjivite enzymatique a un support 
solide. 



10 
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Patentanspruche 

1 . Auswahlverfahren zur Auswahl von rekombinanten Mikroorganismen, die an ihrer Oberflache mindestens ein Mo- 
iekul mit enzynnatischer Aktivitat aufweisen, dadurch gekennzeichnet. daB die rekombinanten Mikroorganismen 
auf einem festen Trager immobilisiert werden durch einen kovaienten Inliibitor des aktiven Zentrums des Molekuls 
mit enzymatisclier Aktivitat, der Ober eInen Arm mit dem festen Trager verbunden ist; da3 die rekombinanten 
Mikroorganismen oder ilir ganzes Genom oder ein Teil ilires Genoms aufgefangen werden, und da3 ihr ganzes 
Genom Oder ein Tei! ihres Genoms Isoliert wird. 

2. Auswahlverfaiiren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die rekombinanten Mikroorganismen vor 
Ihrer Immobilisierung auf dem festen Trager markiert werden durch den kovaienten Inhibitor des aktiven Zentrums 
des Molekuls mit enzymatischer Aktivitat, der Ober einen Arm mit einem auf dem festen Trager Immobilisierbaren 
Liganden verbunden ist. 

3. Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikroorganis- 
men Viren, vorzugsweise Phagen. wie beispieisweise filamentose Phagen sind. 

4. Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikroorganis- 
men Phagemlden sind. 

5. Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der feste 
Trager aus einer chromatographischen Saule besteht, auf der Avidin, Streptavidin und/oder ein Antikorper immo- 
bilisiert sind. 

25 6. Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, daB die Mole- 
kule mit enzymatischer Aktivitat in der Gruppe gewahit werden, die von Enzymen, Abzymen, katalytischen Pep- 
tlden, Oder einem Gemisch davon gebildet wird. 
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7. 



Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikro- 
organismen durch Abiosung von ihrem festen Trager aufgefangen werden. 

8. Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die rekom- 
binanten Mikroorganismen durch Aufspaltung des Arms, der den kovaienten Inhibitor mit dem festen Trager ver- 
bindet, aufgefangen werden. 

9. Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet. daB zum Auffangen der 
rekombinanten Mikroorganismen der Ligand mit einer Eluierungslosung, vorzugsweise einer Losung mit einem 
sauren pH, von dem festen Trager abgelost wird. 

10. Auswahlverfahren gemaB Irgendeinem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet. daB die rekombinanten 
Mikroorganismen durch Aufspaltung der BIndung zwischen dem kovaienten Inhibitor und dem l\/1olekul mit enzy- 
matischer Aktivitat aufgefangen werden. 

11. Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die rekombinanten 
Mikroorganismen durch Aufspaltung der peptidbindung zwischen dem Molekul mit enzymatischer Aktivitat und 
dem MIkroorganismus aufgefangen werden. 

12. Auswahlverfahren gemaB Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, daB die Aufspaltung durch eine Protease erfolgt. 
50 13. Auswahlverfahren gemaB Anspmch 11 , dadurch gekennzeichnet. daB die Aufspaltung durch Cyanbromid erfolgt. 

14. Auswahlverfahren gemaB Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, daB die Aufspaltung durch Hydroxylamin erfolgt. 

15. Auswahlverfahren gemaB irgendeinem der Anspruche 1 bis 7. dadurch gekennzeichnet, daB die rekombinanten 
55 Mikroorganismen zerstort werden, und daB ihr ganzes Genom oder ein Teil ihres Genoms aufgefangen, isoliert 

und klonlert wird. 



16. 



Marker, der bei dem Verfahren gemaB irgendeinem der vorhergehenden Anspruche 1 bis 15 verwendet wird, 
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dadurch gekennzeichnet, daB er aus einem kovaienten Inhibitor des aktiven Zentrums eines Molekuls mit enzy- 
matischer Aktivitat besteiit, der uber einen Arm mit einem auf einem fasten Trager immobilisierbaren Liqanden 
verbunden ist. 

17. Marker gemaB Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet, daB der kovalente Inhibitor ein irreversibier Inhibitor ist. 

18. Marker gemaB Anspruch 16 oder 17. dadurch gekennzeichnet, daB der Ligand ein Biotin oder ein Iminobiotin ist. 

19. Marker gemaB irgendeinem der Anspruche 16 bis 18. dadurch gekennzeichnet. daB der Arm eine aufspaltbare 
Gruppe, vorzugsweise eine Disulfidgruppe umfaBt 

20. Marker gemaB irgendeinem der vorhergehenden Anspruche 1 6 bis 1 9, dadurch gekennzeichnet, daB der kovalente 
Inhibitor dem spezifischen Ubergangszustand der durch das Molekul mit enzymatischer Aktivitat verwirklichten 
enzymatischen Reaktion entspricht. 

21. Verfahren zur Herstellung des Markers gemaB irgendeinem der Anspruche 16 bis 20. dadurch gekennzeichnet, 
daB ein kovalenter Inhibitor des aktiven Zentrums eines Molekuls mit enzymatischer Aktivitat uber einen Arm mil 
einem auf einem festen Trager immobilisierbaren Liganden verbunden wird. 

22. Fester Trager, der bei dem Verfahren gemaB irgendeinem der Anspruche 1 bis 15 verwendet wird, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er einen kovaienten Inhibitor des aktiven Zentrums eines Molekuls mit enzymatischer Aktivitat 
aufweist, der uber einen Arm mit einem festen Trager verbunden ist. 

23. Fester Trager gemaB Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB der mit dem festen Trager verbundene, kova- 
lente Inhibitor aus dem Marker gemaB irgendeinem der Anspruche 17 bis 20 besteht. 

24. Fester Trager gemaB Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet, daB der Arm uber eine Esterbindung mit dem festen 
Trager verbunden ist, oder ein vicinales Diol umfaBt. 

25. Verfahren zur Herstellung eines festen Tragers gemaB irgendeinem der Anspruche 22 bis 24. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein kovalenter Inhibitor des aktiven Zentrums eines Molekuls mit enzymatischer Aktivitat uber einen 
Arm mit einem festen Trager verbunden wIrd. 



Claims 



1. 



Method for selecting recombinant microorganisms containing at their surface at least one molecule having enzy- 
matic activity, characterized in that the recombinant microorganisms are immobilized on a solid support by acov- 
alent inhibitor of the active site of the molecule having enzymatic activity, connected to the solid support by an 
arm; in that the recombinant microorganisms or all or part of their genome are recovered and in that all or part of 
their genome is isolated. 

2. Method of selection according to claim 1 . characterized in that prior to their immobilization on the solid support, 
the recombinant microorganisms are labeled with the covalent inhibitor of the active site of the molecule having 
enzymatic activity connected by an arm to a ligand which can be immobilized on the solid support. 

3. Method of selection according to any one of claims 1 or 2, characterized in that the microorganisms are viruses, 
preferably phages such as filamentous phages. 

4. Method of selection according to any one of claims 1 or 2. characterized in that the microorganisms are phagemids. 

5. Method of selection according to any one of the preceding claims, characterized in that the solid support consists 
of a chromatographic column on which avidin, streptavidin and/or an antibody is immobilized. 

6. Method of selection according to any one of the preceding claims, characterized in that the molecules having 
enzymatic activity are chosen from the group consisting of enzymes, abzymes. catalytic peptides or a mixture 
thereof. ^ 
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7. Method of selection according to any one of the preceding claims, characterized in that the microorganisms are 
recovered by detachment fronn their solid support. 

8. Method of selection according to any one of the preceding claims, characterized in that the recombinant microor- 
ganisms are recovered by cleavage of the arm connecting the covalent inhibitor to the solid support. 

9. Method of selection according to any one of claims 1 to 7, characterized in that the recombinant microorganisms 
are recovered by detaching the ligand from the solid support with an eluting solution, preferably a solution at an 
acidic pH. 

10. Method of selection according to any one of claims 1 to 7, characterized in that the recombinant microorganisms 
are recovered by cleavage of the bond between the covalent inhibitor and the molecule having enzymatic activity 

11. Method of selection according to any one of claims 1 to 7, characterized in that the recombinant microorganisms 
are recovered by cleavage of the peptide linkage between the molecule having enzymatic activity and the micro- 
organism. 

12. Method of selection according to claim 11 . characterized in that the cleavage is performed with a protease. 

13. Method of selection according to claim 11, characterized in that the cleavage is performed with cyanogen bromide. 

14. Method of selection according to claim 11 . characterized in that the cleavage is performed with hydroxylamine. 

15. Method of selection according to any one of claims 1 to 7, characterized in that the recombinant microorganisms 
are destroyed and that all or part of their genome is recovered, isolated and cloned. 

16. Marker used in the process according to any of the preceding claims characterized in that it consists of a covalent 
inhibitor of the active site of a molecule having enzymatic activity connected by an arm to a ligand which can be 
immobilized on a solid support. 

17. Marker according to claim 16, characterized in that the covalent inhibitor is an irreversible inhibitor. 
ia Marker according to claim 16 or 17, characterized in that the ligand is a biotin or an iminobiotin. 

1 9. Marker according to any one of claims 1 6 to 1 8, characterized in that the arm contains a cleavable functional group, 
preferably a disulfide functional group. 

20. Marker according to any one of the preceding claims 16 to 19, characterized in that the covalent inhibitor is an 
analog of the specific transition state of the enzymatic reaction performed by the molecule having enzymatic activity. 

21 . Method for preparing the marker according to any one of claims 1 6 to 20, characterized in that a covalent inhibitor 
of the active site of a molecule with enzymatic activity is coupled by an arm to a ligand which can be immobilized 
on a solid support. 

22. Solid support used in the process according to any of the preceding claims, characterized in that it comprises a 
covalent inhibitor of the active site of a molecule having enzymatic activity, connected to a solid support by an arm. 

23. Solid support according to claim 22, characterized in that the covalent inhibitor connected to the solid support 
consists of the marker according to any one of claims 17 to 20. 

24. Solid support according to claim 22, characterized in that the arm is connected to the solid support by an ester 
linkage or contains a vicinal diol. 



25. Method for preparing a solid support according to any one of claims 22 to 24, characterized in that a covalent 
inhibitor of the active site of a molecule having enzymatic activity is connected by an arm to a solid support. 
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TATTGAAAAA GGAAGAGTAT GAGTATTCAA CATTTCCGTG TCGCCCTTAT 

Start 

TCCCTTTTTT GCGGCATTTT GCCTTCCTGT TTTTGCTCAC CCAGAAACGC 

TGGTGA?iAGT AAAAGATGCT GAAGATCAGT TGGGTGCACG AGTGGGTTAC 

ApaLl 

ATCGAACTGG ATCTCT^CAG CGGT7u\GATC CTTGAGAGTT TTCGCCCCGA 

AGAACGTTTT CCAATGATGA GCACTTTTAA AGTTCTGCTA TGTGGCGCGG 

Ser 

TATTATCCCG TATTGACGCC GGGCAAGAGC TvACTCGGTCG CCGCATACAC 

TATTCTCAGA ATGACTTGGT TGAGTACTCA CCAGTCACAG AAAAGCATCT 

TACGGATGGC ATGACAGTAA GAGAATTATG CAGTGCTGCC ATAACCATGA 

GTGATAACAC TGCGGCCAAC TTACTTCTGA CAACGATCGG AGGACCGAAG 

GAGCTAACCG CTTTTTTGCA CAACATGGGG GATCATGTAA CTCGCCTTGA 

TCGTTGGGAA CCGGAGCTGA ATGAAGCCAT ACCAAACGAC GAGCGTGACA 

CCACGATGCC TGTAGCAATG GCAACAACGT TGCGCAAACT ATTAACTGGC 

GAACTACTTA CTCTAGCTTC CCGGCAACAA TTAATAGACT GGATGGAGGC 

GGATAAAGTT GCAGGACCAC TTCTGCGCTC GGCCCTTCCG GCTGGCTGGT 

TTATTGCTGA TAAATCTGGA GCCGGTGAGC GTGGGTCTCG CGGTATCATT 

GCAGCACTGG GGCCAGATGG TTVAGCCCTCC CGTATCGTAG TTATCTACAC 

GACGGGGAGT CAGGCAACTA TGGATGAACG AuAATAGACAG ATCGCTGAGA 

TAGGTGCCTC ACTGATTAAG CATTGGTAAC TGTCAGACCA 

Stop 
FIGURE 1 




FIGURE 2 




FIGURE 3 
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